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·基础研究·

重复经颅磁刺激叠加运动训练对脊髓损伤大鼠
运动功能和神经元可塑性的影响*

殷睿安1 王双燕1 王 培1 许光旭2，3，5 王红星4，5

摘要

目的：观察重复经颅磁刺激(repetitive transcranial magnetic stimulation，rTMS)叠加运动训练对不完全性脊髓损伤

(spinal cord injury，SCI)大鼠运动恢复和神经元可塑性的影响。

方法：60只大鼠随机分为假手术组(Sham组)、脊髓损伤对照组(SCI组)、单纯运动训练组(SCI-ET组)、先运动后 rTMS

组(SCI-ET+rTMS组)、先 rTMS后运动组(SCI-rTMS+ET组)。Sham组仅进行T9水平椎板切除术，无SCI；SCI组建立

脊髓挫伤模型，不进行训练干预；在SCI后，SCI-ET组仅进行跑台运动训练，SCI-ET+rTMS组每次在运动训练结束

后立即进行 rTMS，SCI-rTMS+ET组则在运动训练前进行 rTMS。术前及术后采用BBB、神经电生理评价运动及神

经元功能，并用Western Blot法检测腰髓(L2-4)处脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)

及 synapsin I的蛋白表达。

结果：8周干预后，①与SCI组相比，SCI-ET+rTMS组(P<0.05)和SCI-rTMS+ET组(P<0.01)的BBB评分升高，F波波

幅减小(P<0.05)，腰髓BDNF蛋白表达增高(P<0.01)，但仅SCI-rTMS+ET组 synapsin I表达增高(P<0.01)；②与SCI-

ET组相比，SCI-rTMS+ET组BBB评分和BDNF表达显著升高(P<0.05)。

结论：rTMS叠加运动训练可显著提升不完全性SCI大鼠的后肢运动功能，通过诱导促进BDNF和 synapsin I表达，

改善中枢运动控制及运动神经元可塑性。

关键词 脊髓损伤；运动训练；重复经颅磁刺激；运动神经元；脑源性神经营养因子；synapsin I

中图分类号：R651.2；R493 文献标识码：A 文章编号：1001-1242(2021)-07-0774-05

Effects of combined rTMS and exercise training on locomotor function and neuronal plasticity in rats
with spinal cord injury/YIN Ruian，WANG Shuangyan，WANG Pei，et al.//Chinese Journal of Rehabili⁃
tation Medicine，2021，36（7）：774—778
Abstract
Objective：To investigate the effect of repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) combined with exer-

cise training on locomotion recovery and neuronal plasticity in rats with incomplete spinal cord injury (SCI).

Method：Sixty rats were randomly divided into Sham operation group(Sham)，spinal cord injury control group

(SCI group)，individual exercise training group(SCI-ET group)，rTMS after exercise training group (SCI-ET+rT-

MS group)，and rTMS before exercise training group(SCI-rTMS+ET group). In the Sham group，only T9 level

laminectomy was performed without SCI. In the SCI group，spinal cord contusion model was established with-

out treatment. After SCI，only treadmill training was performed in the SCI-ET group；rTMS was conducted im-

mediately after treadmill training in the SCI-ET+rTMS group，while rTMS was conducted before treadmill train-

ing in the SCI-rTMS+ET group. BBB scale and neuroelectrophysiology test were performed to evaluate locomo-

tor and neuronal function before and after the operation. After our intervention，Western Blot was used to detect
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脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)后上行和下

行纤维的传导中断，可造成损伤平面及以下的运动

等功能障碍，严重影响患者生存质量[1]。目前研究

提示，运动训练和重复经颅磁刺激 (repetitive tran-

scranial magnetic stimulation，rTMS)对SCI运动功

能恢复都有一定程度的促进作用[2—3]。运动训练可

通过增加神经营养因子等机制对SCI后神经可塑性

产生广泛影响[4]，而 rTMS则是一种高效的非侵入性

神经调控技术，调节皮质及皮质下结构的神经电生

理活动和特定神经网络突触效能[5]，可促进皮质脊

髓神经的突触可塑性[6]。

近期，非侵入性刺激和运动训练叠加治疗作为

一种康复策略，逐渐在 SCI 的临床康复中应用 [7]。

然而很少有研究关注 rTMS叠加运动训练对SCI后

运动恢复和神经元可塑性的影响，且在叠加治疗中

两种方式干预的时间关系尚不清楚。有研究认为

先进行 rTMS 训练可为随后的运动训练启动相应

的功能网络[8]，而在运动训练诱导之后调节皮质兴

奋性可进一步有选择地激活特定网络的活动依赖

性可塑性，促进功能的稳定[9]。因此，为取得SCI后

更显著的运动功能改善，本研究将 rTMS与运动训

练叠加，旨在观察叠加治疗及其干预的时间顺序对

不完全性 SCI 后运动功能恢复和远端脊髓神经元

功能的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

本实验采用健康雌性 8周龄SPF级SD大鼠 60

只，体重200—220g，由南京医科大学动物实验中心

提供。动物饲养均采用标准饲料、自由饮水，12h明

暗交替，室温22℃。所有操作均遵循实验动物使用

指南，并经南京医科大学动物伦理委员会批准(IA-

CUC-1901039)。

将 SD 大鼠随机分为 5 组，假手术组(Sham)、脊

髓损伤对照组(SCI)、单纯运动训练组(SCI-ET)、先运

动后刺激组(SCI-ET+rTMS)、先刺激后运动组(SCI-

rTMS+ET)，每组12只。①Sham组大鼠在T9椎体行

椎板切除术，不进行SCI；②SCI组行椎板切除后，建

立T9平面中度脊髓挫伤模型，但不进行训练干预；③
SCI-ET组在SCI后仅进行跑台运动训练；④SCI-ET+

rTMS组进行SCI造模，每次在运动训练结束后立即

进行 rTMS；⑤SCI-rTMS+ET组在SCI后，每次在 rT-

MS结束后立即行运动训练。所有训练干预均在SCI

后1周开始，每周训练5天，1天1次，持续8周。

1.2 脊髓损伤模型

采用 Louisville 损伤系统装置（Louisville inju-

ry system apparatus，LISA)撞击器进行T9椎体水平

的脊髓挫伤。大鼠腹腔注射 10%水合氯醛(3.5ml/

kg)，缩爪反射消失后剃毛，无菌条件下在T9椎体附

近背部皮肤划开约 3cm的切口，分离筋膜及肌肉组

织，暴露T9椎体并固定，切除椎板，暴露的脊髓置于

仪器正下方，打击深度为 1.2mm。打击后尾巴立即

出现痉挛性摆动，大鼠苏醒后双后肢弛缓性瘫痪，表

明造模成功。Sham组只暴露脊髓不进行打击，其余

操作均相同。逐层缝合后，将大鼠置于温控垫上直

至苏醒。术后每天至少两次腹部按摩排尿，直至大

鼠自主排尿重建。

1.3 运动训练

the expressions of brain-derived neurotrophic factor(BDNF) and synapsin I in lumbar spinal cord(L2—4).

Result：After 8-week-treatment，compared with the SCI group，BBB scores significantly enhanced in the SCI-

ET+rTMS group (P<0.05) and SCI-rTMS+ET group (P<0.01)，accompanied by decreased F wave amplitude (P<

0.05) and increased BDNF protein expression (P<0.01). However, synapsin I protein increased only in the SCI-

rTMS+ET group(P<0.01). Specifically，BBB score and BDNF expression in the SCI-rTMS +ET group were sig-

nificantly higher than those in the SCI-ET group (P<0.05).

Conclusion：rTMS combined with exercise training can enhance the hind limb locomotion of incomplete SCI

rats，improve motor control of central nerve and motor neuron plasticity by promoting BDNF and synapsin I

expression.

Author's address The First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing，210029

Key word spinal cord injury；exercise training； repetitive transcranial magnetic stimulation；motor neurons；

brain-derived neurotrophic factor；synapsin I
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SCI-ET、SCI-ET+rTMS 和 SCI-rTMS+ET 组在

术后 1w开始进行跑台运动训练。大鼠后肢固定于

踏板上，躯干稳定于固定器上。每次训练15min，根

据功能恢复情况，跑台速度在第一周内从 60r/min

(3.6m/min)逐渐提升至 100r/min(6m/min)并保持至

干预流程结束。

1.4 重复经颅磁刺激

SCI-ET+rTMS和SCI-rTMS+ET组大鼠在清醒

状态下接受 rTMS干预，躯干通过弹力绷带固定于

平台上并保持头部稳定。采用直径为6cm的动物线

圈(武汉依瑞德)刺激前囟，并与颅骨相切。rTMS刺

激频率为 10Hz，强度为最大输出(3T)的 30%，刺激

5s，间歇25s，共1000个脉冲，总治疗时间为10min。

1.5 BBB(Basso，Beattie，and Bresnahan)评分

运动功能采用BBB量表于术前及术后每一周

进行评估，直至训练结束，由两位非实验人员独立评

测。大鼠置于直径为90cm的圆形开放透明平台中，

记录自由活动 4min的情况，观察其后肢的移动、协

调性、躯干稳定性、足趾廓清和尾巴的位置等。

1.6 F波

大鼠在非麻醉状态下于术前及术后1w、5w、9w

检测腓肠肌 F 波。将刺激电极插入坐骨神经出口

处，参考电极置于脊椎皮肤；记录电极置于同侧腓肠

肌中上部肌腹，相应参考电极置于足趾背侧皮肤；接

地电极置于记录电极和刺激电极之间的皮下。连续

超强刺激20次，获得F波，记录下F波波幅。

1.7 Western Blot

训练结束且相关评估完成后，腹腔深度麻醉大

鼠，迅速分离腰膨大(L2—4)处组织，加入RIPA裂解

液，匀浆、重悬后离心20min，取上清液，采用BCA法

测定蛋白浓度，加入 1/4 体积的蛋白上样缓冲液混

匀，100℃煮10min。取20μg蛋白样品电泳分离，转

至PVDF膜，于含 5%脱脂牛奶的TBST中室温封闭

1—2h后，一抗孵育：BDNF (1∶1000，Abcam)、syn-

apsin I (1∶6000，Abcam)和GAPDH (1∶1000，Pro-

teintech)，4℃过夜。次日TBST漂洗并孵育二抗1h，

再次洗膜，ECL法显影条带。使用 Image J软件分

析灰度值，并用目的条带与GAPDH条带灰度值之

比表示蛋白相对表达量。

1.8 统计学分析

实验数据均以均数±标准差表示，使用 SPSS

25.0软件进行统计学分析，BBB评分和F波波幅结

果采用重复测量方差分析。采用单因素方差分析比

较腰髓内各指标的相对表达量后，使用Turkey检验

进行两两比较。P<0.05表示具有显著性差异。

2 结果

2.1 BBB评分

BBB 评 分 在 时 间 主 效 应 上 存 在 差 异 (F=

857.774，P<0.001)，组别主效应也存在差异 (F=

1.753，P<0.05)，时间和组别之间有交互作用 (F=

2.748，P<0.05)。术后第 7周至第 9周，SCI-rTMS+

ET 组评分均显著高于 SCI 组 (7w：P<0.05，8w：

P<0.01，9w：P<0.01)，且在第 9周时明显高于SCI-

ET组(P<0.05)。SCI-ET+rTMS组的评分在术后第9

周显著高于SCI组(P<0.05)。见表1。

2.2 F波波幅

重复测量方差分析显示，5组大鼠F波平均波幅

在时间主效应上差异有显著性意义(F=39.934，P<

0.001)，组别主效应上也存在差异 (F=4.510，P<

0.001)，时间和组别之间有交互作用(F=5.188，P<

0.01)。术后第1周，接受SCI手术组的4组大鼠F波

平均波幅较Sham组下降，4周后波幅上升，且SCI组

(P<0.01)和SCI-ET组(P<0.05)显著高于Sham组。术

后第9周，SCI-ET+rTMS组和SCI-rTMS+ET组波幅

下降，明显低于 SCI 组，差异有显著性意义 (P<

0.01)。见图1。

2.3 Western Blot结果

BDNF蛋白表达显示，与SCI组相比，SCI-ET组

表1 各组大鼠BBB量表评分变化 (x±s，n=12，分)

干预
时间

0
1d
1w
2w
3w
4w
5w
6w
7w
8w
9w

注：与SCI组相比，①P<0.05，②P<0.01；与SCI-ET组相比，③P<0.05

Sham

21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00
21.00±0.00

SCI

21.00±0.00
0.25±0.53
6.71±2.58
10.50±2.96
11.54±3.12
12.42±3.30
13.00±3.31
13.54±3.09
13.75±2.91
14.00±2.90
14.08±2.84

SCI-ET

21.00±0.00
0.21±0.42
7.00±2.93
10.67±2.81
11.88±2.40
12.79±2.41
13.50±2.43
13.96±2.33
14.29±2.07
14.54±2.17
14.71±2.07

SCI-ET+
rTMS

21.00±0.00
0.25±0.61
6.87±2.95
11.29±3.42
12.63±2.78
13.71±1.97
14.37±1.56
15.08±1.95
15.46±1.47
15.79±1.62

16.08±1.59①

SCI-rTMS+
ET

21.00±0.00
0.25±0.53
6.46±2.83
11.21±2.80
12.79±2.76
14.00±2.80
14.75±2.56
15.46±2.41
15.79±2.17①

16.21±2.48②

16.50±2.00②③
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(P<0.05)、SCI-ET+rTMS 组(P<0.001)和 SCI-rTMS+

ET 组(P<0.001)明显增加；SCI-rTMS+ET 组表达与

SCI-ET 组相比也有增加，差异有显著性意义(P<

0.05)。Synapsin I表达显示，仅SCI-rTMS+ET组表

达量显著高于SCI组(P<0.01)。见图2。

3 讨论

近期，运动训练结合无创神经调控技术作为一

种康复策略被提出，以改善中枢神经系统损伤引起

的运动功能障碍[7，10]。为验证 rTMS与运动训练叠加

治疗对SCI后运动功能恢复的作用，本研究建立不

完全性胸髓损伤的大鼠模型，并比较在运动训练前

后进行 rTMS治疗的差异。经8周干预后我们发现，

单一的运动训练对 SCI 后运动表现的提高有限。

Yang等[11]认为，大量单纯的运动训练可能不足以使

功能障碍正常化，而训练结合 rTMS可能对突触和

神经网络可塑性产生协同效应。我们也一致发现8

周的叠加治疗后，SCI大鼠的运动表现显著提高，一

方面运动训练可增加多种神经营养因子，诱导活动

依赖性可塑性[12]，另一方面，高频 rTMS刺激运动皮

质及皮质脊髓结构，有助于形成利于神经可塑性的

内部环境，两者的叠加可能引起互补和累积效应[5]，

诱导脊髓神经元和突触的可塑性，进一步促进运动

功能的改善。

F波是运动神经纤维远端电刺激后运动神经元

逆向激活而产生的电生理现象[13—14]，反映脊髓运动

神经元池的兴奋性[13，15]。SCI后，上位中枢控制功能

失调 [16]，导致运动神经元过度兴奋，使 F 波波幅增

加[13]。在本研究干预中期，经过SCI的4组均有不同

程度的运动神经元兴奋性增高；在干预结束后，未经

干预的SCI大鼠神经元兴奋性仍显著高于正常，而

接受叠加治疗的兴奋性则逐渐降低。提示叠加治疗

可改善上位中枢的控制障碍，调节脊髓上下运动神

经元兴奋性的平衡，促进肌肉的协调收缩和功能恢

复。

SCI发生后，脊髓神经元营养失衡[17]，细胞特性

和突触关系发生变化[18]。rTMS与运动叠加训练后，

腰髓前角内BDNF含量显著增加。BDNF被认为可

促进SCI后神元的存活、增殖和轴突再生[17，19]，而其

含量的显著增加，说明叠加治疗可能更有效地促进

远端脊髓的神经营养支持，改善神经再生的微环

图1 各组大鼠F波平均波幅变化

注：(A)术后9w各组的F波波形图；(B)术前及术后F波平均波幅的变
化：**P<0.01，SCI vs. Sham；̂P<0.05，SCI + ET vs. Sham；##P<
0.01，SCI-ET+rTMS vs. SCI；++P<0.01，SCI-rTMS+ET vs. SCI

图2 各组大鼠腰髓前角BDNF、synapsin Ⅰ蛋白表达比较

注：与SCI组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；与SCI+ET组相比，#P<0.05
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境。另一方面，腰髓内高水平的BDNF与运动神经

元池下行驱动增加、运动神经元特性的正常化和运

动恢复改善有关[18]。先前的研究表明，运动训练可

提高BDNF的表达[2]，而高频 rTMS可提高BDNF与

其下行受体的亲和力[20]。另外，Hou等[21]发现，跑台

训练与磁刺激相结合可显著上调SCI后大鼠腰髓内

BDNF的表达，两种治疗方法的有效结合互补显著

改善了SCI后的痉挛状态。因此我们推测，rTMS与

运动叠加训练通过增加 BDNF 的含量，改善了 SCI

后的神经营养环境的同时，可能部分恢复了上位中

枢对远端运动神经元的控制，诱导运动神经元功能

的正常化并逐渐恢复对肌肉活动的控制。

本研究发现，与单独运动训练相比，先刺激治疗

显著增加了腰髓BDNF的表达，并且更早地出现运

动功能改善，而此现象在后进行 rTMS的叠加治疗

组并未观察到。此外，仅先进行 rTMS治疗的大鼠

腰髓前角内发生 synapsin I 蛋白的显著增加，而后

刺激治疗与单纯运动治疗都未增加 synapsin I 水

平。Fernando等[22]也发现运动不能稳定地提高突触

水平，而先进行 rTMS可为随后的活动依赖性可塑

性预先启动特定运动网络[8]。此外，作为BDNF重要

的下游效应因子[23]，synapsin I 可被 BDNF 磷酸化，

介导突触小泡循环和神经递质释放[24]，促进轴突形

成和生长以及突触的发生，并在成熟的神经元中高

表达[24]。与运动评分较为一致的变化表明，脊髓神

经元的突触连接增加可能支持运动的恢复。因此，

先 rTMS叠加运动训练可能通过靶向调节脊髓营养

环境，最大程度地促进SCI后脊髓神经元的细胞特

性及其可塑性，这些神经元发挥重要的突触调控作

用，促进了神经调控过程的正常化，从而显著提高

SCI大鼠的运动功能表现。

综上所述，rTMS 与运动训练叠加治疗是一种

有效的康复策略，可能通过增加神经营养因子并促

进神经元细胞特性的恢复等机制对SCI后的运动功

能恢复产生协同治疗作用，增加上位中枢对脊髓神

经元及肌肉活动的控制。其中，在运动训练前进行

rTMS在促进SCI后突触形成方面可能效果更佳，与

干预时间顺序相关的突触可塑性变化的机制还需进

一步的研究探讨。

4 结论

rTMS与运动训练叠加治疗可提高BDNF的表

达，改善上位中枢的运动控制及运动神经元可塑性，

促进SCI后的运动功能恢复。其中，在运动训练前

进行 rTMS对促进突触可塑性效果最佳。
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